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Untersuchungen zur Reaktion von Weizenkeimlektin mit Glykoproteinen
des Serums
Lektine als Reagentien, III. Mitteilung
Von K. Lorentz und R. Zierke1)
Institut für Klinische Chemie der Medizinischen Universität zu Lübeck
(Eingegangen am 24. August 1987//15. Januar/15. Juli 1988)
Zusammenfassung: Lösungen von Weizenkeimlektin reagieren selektiv, aber unvollständig mit Glykoproteinen
des Serums, die N-Acetylneuraminsäure enthalten, nämlich (mit abnehmender Intensität) mit a2-Makroglo-
bulin, Haptoglobin, Hämopexin, Immunglobulin A, ^-saurem Glykoprotein, Immunglobulin M und anderen.
Die Fällung verläuft nicht stöchiometrisch und hängt von folgenden Variablen ab: Lektin- und Polyethylen-
glykolkonzentration, Temperatur, pH-Wert, lonenstärke und Einflüssen der Matrix. Wahrscheinlich wird die
Reaktion durch spezifische und elektrostatische Kontakte des Lektins mit Sialylresten des Glykoproteins
eingeleitet, denen die Bindung an N-Acetylglucosamin-Gruppen folgt. Eine minimale Wechselwirkung von
Albumin beruht auf Komplexbildung mit reaktiven Proteinen über die Ausbildung von Disulfidbrücken.
Obwohl die Fällung mit Weizenkeimlektin Sialoproteine des Serums empfindlich nachweist, entsprechen ihre
Ergebnisse nicht dem N-Acetylneuraminsäuregehalt von Glykoproteinen im Serum. Dies stellt die analytische
Eignung des Lektins zur quantitativen Messung von Sialokonjugaten in Frage.
Studies on the reaction of wheat germ agglutinin with serum glycoproteins — Lectins as reagents, IIL
Summary: Solutions of wheat germ agglutinin exclusively but incompletely react with serum glycoproteins
containing N-acetylneuraminic acid, viz. a2-macroglobuliri, haptoglobin, haemopexin, immunoglobulin A, ar
acid glycoprotein, ceruloplasmin, immunoglobulin M (in decreasing order) and others. The precipitation does
not proceed stoichiometrically and depends on lectin and polyethyleneglycol concentration, temperature, pH-
value, ionic strength, and matrix effects. Presumedly, the reaction is initiated by specific and electrostatic
interactions of wheat germ agglutinin with sialic acid residues of the glycoprotein and followed by binding
of N-acetylglucosamine residues. A minimal precipitation of albumin is due to its complex formation with
glycoproteins via disulphide bonds.
Although wheat germ lectin precipitation sensitively detects serum sialopröteins, its intensity does not reflect
the amount of N-acetylneuraminic acid in serum glycoproteins, thus calling in question the analytical use of
this lectin for the measurement of sialoglycoconjugates.
Lektinlösungen nachweisen (l, 2). Die Abspaltung
In früheren Untersuchungen ließ sich die Mikrohe- von N-Acetylneuraminsäure veränderte dabei nie die
terogenität mikrosomaler Enzyme durch Fällung mit Bindung dieser Glykoproteine an Concanavalin A,
doch wurde ihre Reaktion mit Weizenkeimlektin in
') DieArbeitenthältwesentlicheTeilederlnauguraldissertation Seren stark vermindert (1) und in Leberextrakten
von R. Zierke sogar aufgehoben (2). Da N-Acetylglucosamin die
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Wechselwirkung von Glykoproteinen mit Weizen-
keimlektin etwa fünfmal stärker hemmt als N-Ace-
tylneuraminsäure (3, 4), wurden — abgesehen von
einer Mitteilung über die Bindung von a2-Makroglo-
bulin (5) - vor allem N-Acetylglucosamin-Sequenzen
als entscheidende Komponenten bei der Interaktion
von Lektin aus Triticum vulgäre mit Glykoproteinen
des Serums angesehen (6).
Wir prüften daher die Bedeutung von N-Acetylneur-
aminsäure für die Präzipitation von Glykoproteinen
durch gelöstes Weizenkeimlektin und beurteilten sie
nach folgenden Kriterien:
- Fällungscharakteristik verschiedener Glykopro-
teine,
— Verteilung der sialinsäurehaltigen Proteine in
Überständen und Präzipitaten und
— Veränderung der Ergebnisse durch Vorbehandlung
der Proben mit Neuraminidase und Exoglucosi-
dasen oder,durch einen Wechsel der Reaktions-
bedingungen.
Material und Methoden
Geräte, Material und Reagenzien
Mikroliter-System und Photometer 1101 M (mit Kompensa-
tionsschreiber 4412) waren von Eppendorf Gerätebau (Ham-
burg), die Geräte zur Disk-Elektrophorese von Biomol (Ilves-
heim) und die Kapillardosierer SMI-micropettor® von Scientific
Manufacturing Industries (Richmond, CA 94710). Zur Chro-
matographie benutzten wir 1-ml-Insulinspritzen von Braun
(Melsungen) als Mikrosäulen.
Wir untersuchten kommerzielle Proteinstandards und 10 Seren:
5 zeigten einen Proteingehalt von 65 — 72 g/l mit unauffälliger
Verteilung in der Elektrophorese auf Celluloseacetat (I), und 5
Dysproteinämien mit erhöhter a2-Globulinkonzentration von
8 — 10 g/l (II). Für orientierende Vorversuche benutzten wir
jeweils ein Poolserum aus diesen beiden Gruppen I und II.
Wir verwendeten folgende Lektine (Herkunft, relative Mol-
masse): Weizenkeimlektin (Triticum vulgäre, Mf = 36 000) von
Boehringer (Mannheim), Concanavalin A (Canavalia ensifor-
mis, = 51 000) und Weizenkeimlektin-Sepharose von Phar-
macia (Freiburg), succinyliertes Weizenkeimlektin und Schnek-
kenlektin (Limaxflavus, Mr = 44000) von medac (Hamburg).
Methyl-a-D-mannosid, N-Acetylglucosamin und N-Acetyl-
neuraminsäure stammten von Serva (Heidelberg), die Enzym-
substrate (außer 4-Nitrophenylphosphat und Butylrylthiocho-
linjodid), Glucosidasen und Neuraminidase (EC 3.2.1.18) aus
Cl. perfringens (l mg = 0,6 U) von Boehringer (Mannheim),
während Humanserumalbumin, Proteinstandards, Antiseren
und Partigen®-Immundiffusionsplatten von den Behringwerken
geliefert wurden. Die anderen Reagenzien bezogen wir in best-
möglicher Qualität von E. Merck (Darmstadt). Alle Lösungen
wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt. Die katalytische
Konzentration von -Glucosidase bestimmten wir mit Maltose,
die der anderen Exoglucosidasen mit den entsprechenden 4-
Nitrophenylglucosiden und die Aktivität des Schneckenlektins
durch Hämagglutination.
Vorgehen
Tabelle l bezeichnet die Reihenfolge der Untersuchungen. Um
die Spezifität der Bindung zu prüfen, wurden Proben vor der
Fällung mit Exoglucosidasen in den Puffern A und B inkubiert
oder — in Gegenwart verschiedener Zusätze — mit Lektin in
Puffer C versetzt:
Puffer A (Acetat-Triethanolamin 250 mmol/1, Calciumchlorid
20 mmol/1, Magnesiumchlorid 4 mmol/1, pH 5,0) wurde zur
Vorinkubation der Proben mit Neuraminidase 300 U/l und/
oder Glucosidasen mit Wirkungsoptimum im sauren Bereich
( -Mannosidase l kU/1, -Galaktosidase l kU/1, ß-Glueosidäse
2 kU/1, ß-N-Acetyl-Z)-Glucosaminidase 400 U/I) benutzt oder
ohne Zusatz dieser Enzyme als Kontrolle.
Mit Puffer B (Triethanolamin-Acetat l mol/1, Calciumchlorid
2 mmol/1, Magnesiumchlorid 2 mmol/1, Mangan-II-chlorid 20
/ , pH 7,7) brachten wir die Ansätze nach der Inkubation
mit Puffer A auf pH 7,2 und behandelten mit weiteren Enzymen
(a-Glücosidase 5 kU/1, ß-Galaktosidase 7,5 kU/1).
Puffer C (Acetat-Tris 100 mmol/1, Calciumchlorid 500 / ,
Magnesiumchlorid 500 / , Mangan-IIrchlorid 10 / ,
pH 7,2) enthielt die Lektine zur Fällung, in Parallelansätzen
auch Thiole oder bindungsspezifische Zucker oder — zur Prü-
fung auf hydrophobe Wechselwirkungen — Natriumchlorid
oder Ethylenglykol. Er diente ohne Lektine als Kontrolle und
mit Zusatz bindungsspezifischer Zucker zum Auflösen der Nie-
derschläge. Sein pH-Wert wurde zur Ermittlung des Fällungs-
optimums durch Veränderung der Tris-Konzentration einge-
stellt. Die gelösten Lektine zentrifugierten wir vor Gebrauch
bei 25 °C 5 min mit 9000 £. Die durch Vorbehandlung (Tab. 1:
Verfahren 1 — 3) auftretenden Verluste an katalytischer und
immunologischer Aktivität ermittelten wir durch Vergleich mit
dem Standardsatz ohne Vorinkübation (Tab. l, oben).
Fällung
Wir mischten l Tl. Probe (z. B. 50 Serum) im Reaktionsgefaß
3810 mit 3 Tin. Lektin (z.B. 150 ) in Puffer C, rüttelten den
Ansatz 3 30 s (Rotationsmischer 3300) und inkubierten ihn
anschließend 60 min bei 25 °C (Thermostat 3401). Längere
Reaktionszeiten lieferten identische Ergebnisse. Dieselbe Prä-
zision erreicht man mit Mikroverfahren (20 Probe und 60
Lektinlösung im Zentrifugengefaß 0,4 ml). Da Weizenkeimlek-
tin bei pH 7,0 und 5 °C in Konzentrationen über 60 /
ausfallt, wurden die Ansätze bei Arbeitsunterbrechungen nicht
abgekühlt, sondern bis zu 36 h bei 25 °C verschlossen gehalten.
Nach 5min Zentrifugation mit 9900g (Zentrifuge 5412 oder
5413) mit vollständiger Abtrennung des Überstandes wurde der
Niederschlag mit zweimal 200 Puffer C oder Natriumchlorid
154 mmol/1 gewaschen.
Die vereinigten Wascheluate enthielten in keinem Fall mehr als
2—4% der folgenden Kenngrößen und wurden daher nur zur
Ermittlung der Wiederfindung bei der Fällung untersucht: Sie
betrug bei Enzymen 97 ± 3,2%, bei N-Acetylnetiraminsäüre
98 ± 2,6%, bei Gesamteiweiß 99 ± 3,1% und bei immunolor
gisch bestimmten Proteinen 96 ± 3,1% (n = 15).
Anschließend lösten wir die Niederschläge entweder direkt in
Biuret-Reagenz (zur Proteinbestimmüng) oder Schwefelsäure
(N-Acetylneuraminsäure-Bestimmung) oder durch Anreiben
mit Puffer C, der Methyl-a-/)-mannosid l mol/1, N^Acetylglu^-
cosamin 0,6 mol/1 oder N-Acetylneuraminsäure 0,25 mol/1 ent-
hielt, auf das ursprüngliche Ansatzvolumen von 200 oder 80? 1
(für die Elektrophorese, immunologische und Enzymbestinv
mungen). Durch Vorbehandlung stark gepufferte. Überstände
und Überstände für die Bestimmung von N-Acetylneuramin-
säure wurden dialysiert (s. u.).
Bestimmungen
Kriterium der Reaktion mit Lektinen war die Verteilung von
definierten Glykoproteinen, Gesamteiweiß und N-Acetylneu-
raminsäure zwischen Überstand und Niederschlag. Wir ermit-
telten die Variationskoeffizienten für die Impräzision des ge-
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Tab. 1. Schema zur Reaktion von Glykoproteinen mit Weizenkeimlektin. Angabe der Volumina in bei Reaktionsgefaßen 3810
oder 3812, in Klammern Mikroansätze in Zentrifügengefaßen 0,4ml Eppendorf.
Reaktion ohne Vorbehandlung Kontrollansatz Reaktion in Gegenwart von Natriumchlorid,
(ohneLektin) Ethylenglykol, Triton X-100, 2-Mercapto-
ethanol und bindungsspezifischen Zuckern
Serum oder Proteinlösung
Puffer C
Puffer C mit Lektin ± Zusatz
Puffer B
ß-Galaktosidase
a-Glucosidase
Bidest. Wasser
50 (20)
160(60)
50 (20)
150 (60)
60 min Reaktion bei 25 °C, 5 min Zentrifugati on 9900 £, Dialyse des
Überstands bei bindungsspezifischen Zuckern und Ethylenglykol, Un-
tersuchung von Überstand und Niederschlag.
Reaktion nach Vorbehandlung
Serum (Proteinlösung)
Puffer A
Neuraminidase
a-Mannosidase
a-Galaktosidase
ß-Glucosidase
ß-N-Acetyl-Z>^glucosaminidase
(1) Kontrolle
500
800
(2) Abbau mit
Neurarninidase
500
800
200
(3) Abbau mit
Neuraminidase
und Glucosidasen
500
800
200
50
50
50
50
Inkubation 36 h bei 25 °C und pH 5,38-5,47
800
200
800 700
50
50
Inkubation 36 h bei 25 °C und pH 7,15 - 7,22 in Dialyse und Entnahme
zur Reaktion mit 3 Tin. Lektin (s. o.)
samten Verfahrens durch Untersuchung Von jeweils 13 Nieder-
schlägen in Serie. Die entsprechenden Werte sind nachfolgend
jeder Bestimmung in Klammern beigefügt. Überstände und
unbehandelte Seren wiesen — wegen der entbehrlichen Auflö-
sung durch Anreiben — ungefahrt halb so große, Waschfrak-
tionen zehnfach höhere Variationskoeffizienten (VK) bei fol-
genden Methoden auf:
— Kontinuierliche Bestimmung (VK 3,7—5,1%) der katalyti-
schen Konzentrationen von Cholinesterase (EC 3.1.1.8), al-
kalischer Phosphatase (EC 3.1.3.1), -Glutamyltransferase
(EC 2.3.2.2) und mikrosomaler Arylamidase (EC 3.4.11.2)
bei 25 °C mit 2—50 Probevolumen entsprechend der L
Mitteüung (1).
- Messung des Proteingehalts (VK 2,6 - 3,2%) in 20 Serum,
50 Überstand oder im gesamten Präzipitat nach 30 min
Reaktion mit 1,0 ml BiuretrReagenz (7) oder mit 400 bei
Mikroansätzen.
— Chemische Bestimmung der Konzentration von N-Acetyl·
neuraminsäure in 5 Serum (VK 3,3 — 3,8%), 20—50
Überstand oder im gesamten Niederschlag (VK 8,9%) mit
einer Modifikation (8) der Thiobarbitursäure-Methode von
Warren (9). Wegen der Störung durch Kohlenhydrate und
Ethylenglykol (8) dialysierten wir diese Ansätze und stark
gepufferte Überstände mit einer Mikromethode (10) gegen
viermal 50 Tie. Natriumchlorid 15 mmol/1. Niederschläge
wurden direkt in 150 Schwefelsäure 67 mmol/1 aufgenom-
men. In allen Fällen berücksichtigten wir den dabei eintre-
tenden Verlust von 11,5% (8). Nach dieser Korrektur be-
trugen die so bestimmten Werte 105 ± 7% (n = 10) der
nach enzymatischer Hydrolyse (mit Neuraminidase 300 U/l
für 16 h bei 25 °C und pH 5,5).
— Quantifizierung einzelner Proteine durch radiale Immundif-
fusion mit Volumina von 5-20 (VK 2,0% bei 1,8 g/l
bzw. 5,2% bei 0,6 g/l für saures arGlykoprotein im Serum;
VK 9,9% für Immunglobulin A 0,7 g/l und für Haptoglobin
0,5 g/l im Niederschlag). Probenverdünnung und -volumen
sowie die Nachweisempfindlichkeit der M- oder LC-Parti-
gen^Platten paßten wir der Konzentration des Analyten
an.
Chromatographie, Elektrophorese und Neoglykoprotemsynthese
Zum Vergleich der beschriebenen Fällung von Serum und Pro-
teinstandards mit der Adsorption durch immobilisiertes Wei-
zenkeimlektin wurden 100 Probe auf 780 Gel (Höhe 40
mm, Durchmesser 5mm) mit Puffer C in einer Mikrosäule
Chromatographien und mit einem Zusatz von N-Acelylneura-
minsäure bzw. N-Acetylglucosamin 500 mmol/l eluiert.
Die Elektrophorese in Polyacrylamidgel entsprach der bisheri-
gen Technik (l, 2, 11): Trennung von 2 —10 Probe über 18 h
mit 40V in linearen Gradienten (Polyacrylamid 36—216 g/l,
Länge 75 mm. Durchmesser 4,8 mm, Rotationswinkel 5°, Gel-
puffer pH 8,5: Tris 1,5 mol/1, Schwefelsäure 100 mmol/1, Elek-
trodenpuffer pH 8,6: Tris 45,5 mmol/1, Glycin 192 mmol/1),
Darstellung der Proteine mit Amidoschwarz, immunologische
Identifizierung aus l mm dicken Segmenten. Das Gel läßt Teil-
chen mit einem isoelektrischen Punkt über 8,6 und einer rela-
tiven Molmasse (A/r) über 2,5 l O6 nicht eintreten.
Schließlich untersuchten wir den Einfluß einer Neoglykopro-
teinsynthese auf das Bindungsverhalten von Albumin wie folgt:
Inkubation von Humanalbumin 40 g/l mit Z)-Mannose, N-
Acetylneuraminsäure oder N-Acetylglucosamin jeweils 5 und
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100 mmol/1 gelöst in Natriumchlorid 50 mmol/1, Natriumazid
0,3 mmol/1 und Phosphat 50 mmol/1 pH 7,0 für 6 d in Reak-
tionsgefäßen 3812 bei 30 °C nach Sterilfiltration mit Millex-
GS* (Millipore S.A., Molsheim, Frankreich). Anschließend
wurde 4 8 h gegen 1000 Tie. Phosphat 50 mmol/1 pH 7,0
dialysierl (10) und zuletzt mit Lektinen gefallt.
Alle genannten Konzentrationen bezeichnen die Verhältnisse im
jeweiligen Ansatz. Wegen der unterschiedlichen Volumina rech-
neten wir die Konzentrationen zur Bilanzierung in Massen fag
bei Proteinen) oder kalalytische Mengen (mU bei Enzymen)
um und gaben sie einheitlich als numerische Fraktion (mit
Mittelwert und Standardabweichung) der Meßgröße im Kon-
trollansalz (=1,0) an. Die Ergebnisse wurden bei Gauss-Ver-
teilung mit den üblichen statistischen Verfahren und bei ab-
weichenden Verteilungen mit parameterfreien Tests geprüft.
Ergebnisse
Verhalten von Serumproteinen
Der Protein- und Sialinsäuregehalt des Niederschlags
nahm bei der Fällung durch steigende Konzentratio-
nen von Weizenkeimlektin unterschiedlich zu. Wäh-
rend die Biuret-Reaktion bis zu 240 / annähernd
linear anstieg, erhöhte sich der Sialinsäuregehalt nur
in Form einer flachen Sättigungskurve, der die kom-
plementäre Abnahme von N-Acetylneuraminsäure im
Überstand entsprach. So blieben bei 25 °C und 120
/ noch 65% der eiweißgebundenen Sialinsäure
im Überstand, bei 240 / etwa 50% und bei 360
/ ungefähr 30% (Abb. 1). Damit nahm der
Quotient N-Acetylneuraminsäure/Protein im Über-
stand mit steigender Lektinkonzentration zu. Auch
bei sequentieller Technik, d.h. bei fraktionierter Zu-
gabe von Lektin mit intermittierendem Zentrifugieren
der Ansätze, erhielt man dieselbe Fällungskurve. Pro-
teinstandards und Seren mit normalem (I) oder ho-
hem (II) Glykoproteingehalt verhielten sich gleich.
Wegen der begrenzten Löslichkeit von Weizenkeim-
lektin mußte unter ständigem Rütteln bei 25 °C in-
kubiert werden. Kühlte man vor dem Zentrifugieren
auf 5 °C ab, so fiel bereits bei 120 / der lösliche
Sialinsäureanteil von 60-70% auf 30-35% ab, d.h.
ein Teil der Lektin-Glykoprotein-Komplexe blieb nur
bei 25 °C in Lösung. Die Fällung wurde stets durch
den Zusatz von N-Acetylneuraminsäure 0,25 mol/1
oder N-Acetylglucosamin 0,6 mol/1 vollständig unter-
drückt. Dagegen wurden nach Vorbehandlung mit
Neuraminidase durch Weizenkeimlektin 240 /l
zwar nur 2 ± 3% der Sialoproteine gefällt aber etwa
10% des Gesamtproteins (Abb. 1). Dies deutete,
ebenso wie die oben'genannte Änderung des Sialin-
säure-Protein-Quotienten, auf einen zunehmenden
Einfluß von N-Acetylglucosamin bei höheren Lektin-
konzentrationen.
i.o-
0 15 30 6Q 120
Weizenkeimlektin
240
Abb. 1. Relative Konzentration (Ordinate) von N-Acetylneu-
raminsäure ( ) im Überstand und Protein ( ) im
Niederschlag von 10 Seren (Mittelwert und Standard^
abweichung) nach Fällung mit Weizenkeimlektin
0—240 / bei 25 °C (Abszisse). Ausgezogene Li-
nien: Werte ohne Vorbehandlung, unterbrochene Li-
nien: nach Inkubation mit Neuraminidase. Die Dezi-
malzahlen der Ordinate beziehen sich auf die Konzen-
tration von N-Acetylneuraminsäure in der Kontrolle
oder auf den mit Weizenkeimlektin 360 / fallba-
ren Proteingehalt (jeweils 1,0). Vorgehen s. Methoden.
Die Fällung der Serümproteine entsprach im wesent-
lichen ihrer Adsorption durch immobilisiertes Wei-
zenkeimlektin in Mikrosäulen und Angaben der Li-
teratur (6, 12). Die Daten von Tabelle 2 zeigen dabei
im einzelnen folgende Ergebnisse:
— Weizenkeimlektin fällte nur einige Glykoproteine
und diese nicht vollständig. So reagierten a2-Ma-
kröglobulin und Häptoglobin zu mehr als 70%,
Hämopexin und Immunglobulin A zu mehr als
25%, aber von saurem aj-Glykoprotein, Coeru-
loplasmin und Immunglobulin M fanden sich nur
10 — 20% im Niederschlag. Geringer, aber kon-
stant wurden ß2-Glykoprotein I, Antithrombiii III,
Cls-Inaktivator und C3c gefällt. Wegen der hö-
heren Empfindlichkeit der Präzipitationstechnik
gegenüber der Adsorption zeigte sie, allerdings
nicht bei allen Seren, auch eine minimale Lektin-
reaktion von a2-HS-Glykoprotein, o-i-Antitrypsin,
C4 und Immunglobulin G an.
„— Zwischen der mittleren Konzentration von N-Ace-
tylglucosamin und N-Acetylqeuraminsäure in den
untersuchten Serumproteinen und ihrer Reaktivi-
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Tab. 2. Fällung von Proteinen aus Seren und Standardlösungen mit Weizenkeimlektin 240 / : Darstellung durch Polyacryl-
amidgel-Elektrophorese, Identifizierung (aus Gelsegmenten) und Bestimmung (aus Niederschlägen) durch radiale 1m-
mundiffusion.
Vergleich der Fällung durch gelöstes und der Bindung durch immobilisiertes Weizenkeim-Lektin (6, 12) mit dem Gehalt
einzelner Proteine an N-Acetylglucosamin (GlcNAc) und N-Acetylneuraminsäure (NeuNAc) sowie der mittleren Kon-
zentration beider Zucker als Produkt aus der Konzentration (13) des Proteins im Serum und seinem Gtykananteil (nach
I.e. (14,15)).
Elektrophorese-Fraktion im Präzipitat: — negativ, (+) schwach, + stark. Prozentuale Angabe des gefällten oder
gebundenen Anteils bei der Immundifiusion aus der Untersuchung von 5 unauffälligen (I) und 5 dysproteinämischen (II)
Seren bzw. Plasmen (für Antithrombin III) sowie 5 Proteinstandards (s. Material und Methoden).
Protein
Thyroxinbindendes Globulin
p2-Glykoprotein I
Saures (XrGlykoprotein
do-HS-Glykoprotein
Präalbumin
Gc-Globulin
ctrAntitrypsin
Hämopexin
Antithrombin III
Albumin
apAntichymotrypsin
Transferrin
C3-Aktivator
Haptoglobin
Cls-Inaktivator
Coeruloplasmin
Immunglobulin G
Immunglobulin A
C3c (ftA/ßjC-Globulin)
C4 ( ,-E-Globulin)
a2-Makroglobulin
Immunglobulin M
Reaktion mit Weizenkeimlektin
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Eigene Ergebnisse
Seren Standards
Gel Immundiffusion
- 0%
(+) 5-10% 35%
+ 12-20% 80%
- 0- 5% 40%
0%
0%
- 0- 5%
+ 30-50% 90%
? 5-10%
+ 2- 5% -
(+) nicht bestimmt
+ 0%
0%
+ 70-85% 95%
? 5-10%
+ 10-15%
(+) 0- 5%
+ 25-30%
+ 5-10% 20%
- 0- 5% 10%
+ 80-95% 95%
(+) 10-15%
immobilisiert
Vretblad &
Hjorth (6)
stark
stark
schwach
sehr stark
stark
minimal
stark
stark
sehr stark
schwach
schwach
stark
schwach
Gehalt (mol/mol)
Nüsson & GlcNAc
Bog-Han-
sen (12)
50%
0%
0%
0%
50%
0%
0%
50%
0%
50%
30%
0%
0%
0%
30%
0%
11
16
31
6,5
— 3,3
13
12
17
—21
6,7
23
39
49,5
33
11,8
15,7
100
140
NeuNAc
4
6,5
15
8
—
—7
13
6,5
—16
3,5
5
17
45
9
1
9,5
44
38
Konzentration im
Serum ( /
: GlcNAc
4,6
80
620
80
— 28
625
165
60
_
135
250
52
1950
115
90
985
205
320
240
1 -/
NeuNAc
0,16
32,5
300
98
—
—335
170
25
—
100
130
12
850
105
25
85
125
140
65
? Die Position der Bande ist unsicher Leere Felder: keine Daten verfügbar
tat mit Weizenkeimlektin bestand offenbar keine
Beziehung. So verblieben aj-Antitrypsin, Immun-
globulin G und Transferrin trotz ihres hohen An-
teils an der gesamten Serum-Konzentration von
N-Acetylglucosamin und N-Acetylneuraminsäure
beinahe vollständig in Lösung, während stets ein
geringer Anteil des kohlenhydratfreien Albumins
ausfiel.
M
Nach' Vorbehandlung mit Neüraminidase erschienen
alle Glykopröteine, die sonst partiell durch Weizen-
keimlektin 120 / gefallt wurden, zu über 95%
im Überstand, während minimale Albuminanteile
weiterhin präzipitierten. Dies beobachtete man auch
in Gegenwart von N-Acetylglucosamin 0,6 mol/1 oder
N-Acetylneuraininsäure 0,25 mol/1. Pherogramme der
Überstände und Niederschläge zeigten diese Ergeb-
nisse nur qualitativ. Sie ergaben komplementäre Frak-
tionen, deren Addition das Muster der Kontrolle lie-
ferte (Abb. 2).
l
2
3
. i
Abb. 2. Pherogramme von Serum nach verschiedener Vorbe-
handlung. Von oben nach unten:
(1) nativ
(2) nach Inkubation mit Neüraminidase,
(3) Überstand nach Fällung mit Concanavalin A 120
/ ,
(4) Niederschlag und
(5) Überstand nach Fällung mit Weizenkeimlcktin,
Anode links. Vorgehen s. Methoden.
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Reaktionsbedingungen und Spezifität
Die stark voneinander abweichenden isoelektrischen
Punkte (IP) des Weizenkeimlektins (IP 8,5) und der
meisten Proteine (IP 5,2-6,5) des Serums setzten
einer Veränderung des Reaktionsmilieus aus Gründen
der Löslichkeit Grenzen. So stieg der gefällte Anteil
von Cholinesterase und alkalischer Phosphatase von
pH 4,0 bis 7,0 an, während er bei Arylamidase und
-Glutamyltransferase um 30% abnahm (Tab. 3). We-
gen der mangelnden Stabilität im sauren Bereich, vor
allem von Arylamidase und alkalischer Phosphatase,
wurde daher bei pH 7,0 gearbeitet.
Die Abnahme des löslichen Enzymanteils (E) mit stei-
gender Lektinkonzentration (L) entsprach dem in Ab-
bildung l gezeigten Verhalten von N-Acetylneuramin-
säure. Sie war durch die Funktionen E, log E bzw.
l/E gegen l/L, l/L2, l/L4, log L und In L nicht als
Gerade darzustellen. Mit der Abnahme von Sialopro-
teinen im Überstand bestand, vor allem bei Cholin-
esterase und alkalischer Phosphatase, eine enge Kor-
relation (Abb. 3). Beide Enzyme wurden relativ stär-
ker als die proteingebundene Sialinsäure, aber nicht
vollständig präzipitiert. In allen Ansätzen verminderte
Neuraminidase die Fällung entscheidend. Die nach
ihrer Einwirkung nur noch minimale Reaktion ent-
sprach exakt der von succinyliertem Weizenkeimlek-
tin, das ausschließlich mit N-Acetylglucosaminresten
reagiert (4).
Im übrigen führte die ausschließliche Behandlung mit
Glucosidasen nicht zu Veränderungen gegenüber den
Kontrollen (Ansatz 1), auch hatte ihr Zusatz keinen
Einfluß auf die Hydrolyse mit Neuraminidase, d. h.
zwischen den Ergebnissen der Ansätze 2 und 3 bestand
kein Unterschied. Diese Vorbehandlung verminderte
jedoch die Wiederfmdung auf 70,9 ± 1,7% (n = 15)
für Albumin, 63 ± 6,1% (n = 20) für Cholinesterase
und 58,8 ± 4,9% (n = 20) für Sialinsäure der mit
dem Verfahren C gemessenen Konzentrationen. Sie
stieg aber bei der immunologischen Albuminbestim-
mung nach Zusatz von Diisopropylfluorophosphat
100 /1 auf 96 ± 7,2% (n = 12) an, so daß u.a.
eine Proteolyse in den Ansätzen zu vermuten war.
Enzyme wurden nach Anwendung des Inhibitors nicht
bestimmt.
Während Triton X-100 l g/l die Präzipitation nicht
beeinflußte, nahm sie mit Polyethylenglykol 6000 kon-
zentrationsabhängig zu. Sie wurde auch durch Na-
triumchlorid l mol/1, besonders bei Cholinesterase
und alkalischer Phosphatase, verstärkt (Tab. 4). Dies
deutete bei beiden Enzymen auf eine geringe hydro-
phobe Komponente der Bindung, die durch Ethylen-
glykol l mol/1 allerdings nicht vermindert wurde, so
daß im wesentlichen spezifische Interaktionen vorlie-
gen müssen.
Schneckenlektin, das diskelektrophoretisch 10 Frak-
tionen und damit erhebliche Verunreinigungen auf-
wies, präzipitierte selbst nach Dialyse und unter op-
timalen Bedingungen (Natriumchlorid l mol/1, pH
7,0) kein Glykoprotein des Serums.
Während Weizenkeimlektin-Sepharose bei der Chro-
matographie nie Albumin adsorbierte, präzipitierten
über 2% dieses kohlenhydratfreien Proteins bei allen
Versuchen mit gelöstem Lektin. Dagegen fiel reines
Humanalbumin (bis zu 8 mg irn Ansatz) weder aus
Lösungen in Natriumchlorid 154 mmol/1 oder Puffer
C aus, noch wurde es aus Proteinstandards bei der
Präzipitation mitgerissen. Mit Weizenkeimlektin 240
/ reagierten in diesen Gemischen ß2-Glykopro-
Tab. 3. Fällung von Sialoproteinen und Enzymen durch Weizenkeimlektin 120 >1/1 in Abhängigkeit vom pH-Wert. Angabe
der Konzentrationen im Kontrollansatz (l Tl. Serum mit 3 Tin. Puffer) und des nach Fällung im Überstand verbleibenden
Anteils (mit Mittelwert und Standardabweichung, 10 Seren) der ursprünglichen Konzentration (jeweils 1,0). Vorgehen s.
Methoden.
Kenngröße
Sialinsäure
Anteil im Überstand
Cholinesterase
Anteil im Überstand
Arylamidase
Anteil im Überstand
-Glutamyltransferase
Anteil im Überstand
Alkalische Phosphatase
Anteil im Überstand
( / )
(kU/1)
(U/l)
(U/l)
(U/l)
pH-Wert
4,0
531 +
0,560 ±
1,42 +
0,380 ±
7,88 ±
0,266 ±
8,05 +
0,448 ±
2,78 +
0,777 ±
133
0,055
0,45
0,105
2,42
0,072
4,58
0,112
0,84
0,073
5,0
528 +
0,604 ±
1,72 ±
0,294 ±
14,6 +
0,280 ±
10,3 ±
0,488 ±
27,1 ±
0,°407 ±
130
0,065
0,50
0,112
4,1
0,067
5,32
0,098
6,58
0,068
6,0
533 +
0,591 ±
1,75 ±
0,190 ±
15,3 ±
0,305 ±
10,7 +
0,524 ±
32,0 ±
0,323 ±
127
0,072
0,52
0,096
4,28
0,081
5,37
0,081
7,33
0,094 .
7,0
525 +
0,666 ±
1,78 ±
0,171 ±
15,2 ±
0,337 ±
10,3 ±
0,582 ±
39,8 ±
0,306 ±
136
0,060
0,54
0,091
4,24 .
0,088
5,17
0,095
7,33
0,107
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Abb. 3. Relative katalytische Konzentrationen (Ordinate) von Cholinesterase (a), Arylamidase (b), γ-Glutamyltransferase (c) und
alkalischer Phosphatase (d) im berstand von 10 Seren (Mittelwert und Standardabweichung) nach F llung mit
Weizenkeimlektin 0—240 μηαοΐ/ΐ bei 20 °C (Abszisse). Die Inserts zeigen die relativen kataly tischen Konzentrationen
(Ordinate), aufgetragen gegen den relativen Sialins uregehalt (Abszisse) in den zugeh rigen berst nden. Korrelationen
bei 50 Wertepaaren (Korrelationskoeffizienten r nach Pearson & Bravais, p nach Spearman) und Regressionsgleichungen
(standardisierte Hauptkomponente):
Cholinesterase
Arylamidase
γ-Glutamyltransferase
Alkalische Phosphatase
r = 0,033
r = 0,863
r = 0,790
r = 0,927
ρ = 0,946
ρ = 0,883
ρ = 0,796
ρ = 0,921
y = 2,39x - 1,28
y = l,63x - 0,72
y = Ι,ΙΟχ -0,15
y = l,87x - 0,91
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Tab 4 Einfluß verschiedener Bedingungen auf das Verhalten von N-Acetylneuraminsäure und Enzymen bei der Reaktion von
' Lektinen 120 1/1 (60min bei 25 °C) mit Seren. Die Dezimalzahlen bezeichnen den nach Fällung im Überstand
verbleibenden Anteil (Mittelwert und Standardabweichung, n = 10) der ursprünglichen Konzentration (jeweils 1,0).
Vorgehen s. Methoden.
Lektin und
Modifikation
Concanavalin A
Weizenkeimlektin
mit Ethylenglykol 1 mol/1
mit Natriumchlorid 1 mol/1
mit Polyethylenglykol 6000
7,5 g/l
18,8 g/l
37,6 g/l
nach Neuraminidase
Succinyliertes Weizenkeimlektin
Schneckenlektin
Sialinsäure
0,510 ± 0,095
0,666 ± 0,060
0,579 ± 0,071
0,638 ± 0,062
0,635 ± 0,072
0,547 + 0,061
0,541 ± 0,060
0,986 ± 0,005
0,915 ± 0,054
0,989 ± 0,049
Cholinesterase
0,031 ± 0,012
0,171 + 0,091
0,178 ± 0,102
0,050 ± 0,017
0,164 + 0,087
0,075 ± 0,042
0,047 ± 0,025
0,907 ± 0,058
0,881 ± 0,056
0,983 ± 0,045
Arylamidase
0,139 ± 0,085
0,337 ± 0,088
0,295 + 0,050
0,176 ± 0,087
0,318 ± 0,083
0,253 ± 0,066
0,214 4- 0,056
0,960 ± 0,020
0,958 ± 0,095
0,971 ± 0,083
-Glutamyl-
transferase· f
0,342 ± 0,093
0,582 ± 0,095
0,563 ± 0,070
0,444 ± 0,062
0,573 ± 0,093
0,540 ± 0,088
0,478 ± 0,051
0,875 ± 0,030
0,852 ± 0,090
0,879 ± 0,122
Alkalische
Phosphatase
0,228 ± 0,078
0,306 ± 0,107
0,214 + 0,114
0,127 ± 0,061
0,301 + 0,105
0,219 + 0,077
0,165 ± 0,058
0,950 ± 0,025
0,992 ± 0,135
0,980 ± 0,152
tein I (35% gefällter Anteil), saures arGlykoprotein
(80%), a2-HS-Glykoprotein (40%), Hämopexin
(90%), Haptoglobin (95%), C3c (20%), C4 (10%)
und a2-MakrogIobulin (> 95%) intensiver als in Se-
ren (s. Tab. 2), so daß im Überstand dieser Protein-
gemische nur 15 — 20% der ursprünglichen Sialinsäu-
rekonzentration verblieben. Wie bei Seren veränderte
der Zusatz von Natriumchlorid l mol/1 zur Erhöhung
und Ethylenglykol l mol/1 zur Aufhebung von hydro-
phoben Interaktionen den Fällungsgrad nur gering.
Eine Bildung von Neoglykoprotein war als Ursache
der minimalen Präzipitation von Albumin aus Seren
auszuschließen. Eine Inkubation von Albumin mit
verschiedenen Zuckern führte nur im Ansatz mit D-
Mannose 100 mmol/1 zur Bildung von 10 g Man-
nosyl-Albumin aus 30 mg Albumin, und zur Fällung
durch Concanavalin A 120 /1. Natives und suc-
cinyliertes Weizenkeimlektin präzipitierten behan-
deltes Albumin nie. Sialylreste ließen sich mit der
Thiobarbitursäure-Reaktion nicht nachweisen. Dies
entspricht der Theorie, da Zucker ohne Hydroxyl-
gruppe am Kohlenstoffatom l (N-Acetylneuramin-
säure trägt in dieser Position eine Carboxylgruppe)
mit primären Aminogruppen kein Azomethin bilden
können und bei Substitution am Kohlenstoffatom 2
(dort steht bei N-Acetylglucosamin der Acetylami-
norest) nicht durch Amadori-Umla-gtrung in die sta-
bile Ketoaminkonfiguration übergehen können.
Baumstark (16) wies nach, daß 1% der Albuminfrak-
tion mit den Immunglobulinen G und A in Seren über
Disulfidbrücken Komplexe bildete und deshalb von
Concanavalin A-Sepharose adsorbiert wurde. Wir
versuchten daher, entsprechend seinem Vorgehen,
durch Zusatz von Thiolen die vermutete analoge Bin-
dung an Weizenkeimlektin zu verhindern. Bei An-
nahme von maximal 25 mmol/1 SH-Gruppen für Al-
bumin (errechnet aus 33 Cysteinresten pro Mol und
einer Konzentration von Albumin 750 / im Se-
rum) wurde in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol 25
mmol/1 gearbeitet. Die Mitfallung von Albumin ließ
sich hierdurch deutlich reduzieren, sofern auch der
Waschpuffer diesen Thiolgehalt aufwies, während sich
die Präzipitation von Cholinesterase und proteinge-
bundener Sialinsäure nicht veränderte (Tab. 5). Die
Ergebnisse waren unabhängig davon, ob 2-Mercäp-
toethanol vor oder gleichzeitig mit den Lektinen den
Seren zugesetzt wurde. Auch nachträgliches Waschen
mit thiolhaltigem Puffer entfernte Albumin aus dem
Präzipitat. Dagegen veränderte dieser Schritt — ab-
gesehen von einer verminderten Albuminbande —
nicht die Lage, Zahl und Stärke der Fraktionen in
Pherogrammen der Niederschläge.
Diskussion
Weizenkeimagglutinin soll alkalische Phosphatase os-
särer Herkunft spezifisch binden (17—21), doch ist
das Leberenzym bei Vorliegen einer Hepatitis (20)
ebenfalls reaktiv, so daß Zweifel (22) an der Validität
des Verfahrens bestehen, ohne daß die Natur der
Interaktion mit diesem Lektin systematisch unter-
sucht wurde (23). Wegen der höheren Affinität von
N-Acetylglucosamin- gegenüber N-Acetylneuramin-
säureresten wurde ersteren die Reaktion mit Weizen-
keimlektin zugeschrieben (12). In Versuchen mit im-
mobilisiertem Lektin war dagegen die Dichte der reak-
tiven Zucker des Glykoproteins und die Dichte der
immobilisierten Lektinmoleküle^n der Matrix be-
deutsamer als die Affinität beider (24). Bei Glyko-
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Tab. 5. Einfluß von 2-MercaptoethanoI 25 mmol/l (im Ansatz und zusätzlich im ersten Waschpuffer) auf die Fällung von Albumin,
Cholinesterase und proteingebundener N-Acetylneuraminsäure durch Lektine 120 / . Die Dezimalzahlen bezeichnen
den Anteil des Niederschlags (Mittelwert und Standardabweichung, (n = 10) am ursprünglichen Gehall im Serum (1,0).
— Vorgehen s. Methoden.
ohne Zusatz mit 2-MercaptoethanoI
nur im Ansatz und im Waschpuffer l
Concanavalin A
Albumin
Cholinesterase
Sialinsäure
Weizenkeimlektin
Albumin
Cholinesterase
Sialinsäure
0,0288 ± 0,0068
0,981 ±0,0083
0,476 ±0,088
0,0237 ± 0,0051
0,883 ±0,0090
0,336 + 0,067
0,0193 + 0,0019
0,985 ± 0,0092
0,490 ± 0,075
0,0188 + 0,0025
0,859 ±0,0113
0,356 + 0,071
0,0048 ± 0,0017
0,978 ± 0,0126
0,461 ± 0,082
0,0058 ±0,0015
0,827 ± 0,097
0,341 + 0,084
phorin, Fetuin und Mucinen führte die Entfernung
der peripheren und damit zugänglichen Sialylreste
auch zum Verlust der Lektinbindung mit den erhal-
tenen N-Acetylglucosaminresiduen (25). Nach Unter-
suchungen an Glykopeptiden (26) ermöglichte erst die
schwache Wechselwirkung von Weizenkeimlektin mit
Sialylgruppen intermediäre und starke Bindungen an
interne N-Acetylglucosaminsequenzen.
Unsere Ergebnisse machen diesen Reaktionsmecha-
nismus von Weizenkeimagglutinin auch für Serum-
proteine wahrscheinlich. Die Interaktion mit Sialyl-
resten allein fuhrt nicht zu einer Bindung, da — in
Übereinstimmung mit Dörner SL Sachs (27) — Schnek-
kenlektin trotz intensiver spezifischer Wechselwirkun-
gen mit Sialoproteinen (28) keines der untersuchten
Glykoproteine fällte. Dennoch sprechen folgende
Beobachtungen für eine spezifische und entscheidende
Beteiligung von N-Acetylneuraminsäure:
— Die Konzentrationen von Sialinsäure und kata-
lytischer Aktivität korrelieren eng, vor allem bei
der Präzipitation von Cholinesterase und alkali-
scher Phosphatase (Abb. 3).
— Die Gegenwart von N-Acetylneuräminsäure 0,25
mol/1 verhindert eine Fällung durch Weizenkeim-
lektin.
— Eine vollständige Desialylierung durch Neurami-
nidase hebt die Bindung auf. Nur bei sehr hohen
Lektinkorizentrationen findet man eine geringe
Reaktion.
— Succinyliertes Weizenkeimlektin, das nur N-Ace-
tylglucpsamin-, aber nicht die sterisch ähnlichen
N-Acetylneuraminreste erkennt (4), präzipitiert
nicht.
— Die Fällung proteingebundener Sialinsäure ist
vom pH-Wert unabhängig.
Diese Ergebnisse legen spezifische Wechselwirkungen
nahe. Hingegen geben folgende Befunde Hinweise auf
Ladungseffekte und unspezifische Interaktionen:
— Der Reaktivität individueller Glykoproteine ent-
spricht nicht ihrem Gehalt an N-Acetylneuramin-
säure und/oder N-Acetylglucosamin (Tab. 2).
— Eine erschöpfende Fällung durch Erhöhung der
Lektinkonzentration gelingt nicht. Selbst bei Aus-
fallung aller Lektin-Glykoprotein-Aggregate
durch Zentrifugation der Ansätze bei 5 °C bleibt
ein erheblicher Anteil von Sialoproteinen im Über-
stand, obwohl Sialinsäure als terminaler Zucker
zugänglich ist. Offenbar bilden sich Kopräzipitate
der gefällten Komplexe mit überschüssigem Lek-
tin, da die Proteinkonzentration des Niederschlags
stärker als sein Sialinsäuregehalt ansteigt (Abb. 1).
— Zunehmende lonenstärke im Ansatz verstärkt die
Fällung, ohne daß wegen der fehlenden Wirkung
von Ethylenglykol und Triton X-100 hydrophobe
Interaktionen anzunehmen sind.
— Weizenkeimlektin fallt Spuren von Serumalbumin
auch in Gegenwart von kompetitiv hemmenden
Zuckern.
— Auch kohlenhydratfreie Proteine reagieren
schwach. Da die Spaltung von Disulfidbrücken
diese Wechselwirkung fast vollständig aufhebt, ist
eine Komplexbildung von Albumin mit Glykopro-
teinen als Ursache dieses Verhaltens zu vermuten;
denn gereinigtes Albumin wird nicht gefällt.
Wegen dieser Beobachtungen wird auch eine elektro-
statische Bindung (6) zwischen Weizenkeimlektin und
den Sialinsäurereste der Glykoproteine diskutiert (4,
29), da das gut lösliche und bei pH 7,0 negativ gela-
dene Succinylderivat nicht reagiert. Nach Gallagher
et al. (26) ist die Bindung an N-Acetylglucosaminreste
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spezifisch und wird erst durch die Herstellung pro-
duktiver Kontakte (25) bei der voraufgehenden Re-
aktion der N-Acetylneuraminsäuregruppen ermög-
licht. Dagegen gibt die mathematische Auswertung
der Fällungskurven von Enzymen durch steigende
Lektinkonzentrationen (Abb. 3) keinen Hinweis für
das Vorliegen kooperativer spezifischer und hydro-
phober Bindungen (30) an derselben Glykankompo-
nente. Während Rinderserumalbumin die Avidität ge-
löster Lektine erhöht (31), reagierten bei unseren Ver-
suchen mit Weizenkeimlektin Glykoproteine in Pro-
teinstandards intensiver als in Seren.
Durch Fällung erhält man, im Gegensatz zur Chro-
matographie an Weizenkeimlektin-(WGA)-Sepha-
rose, hohe Proteinkonzentrationen, die gute Phero-
gramme liefern. Diese Muster reflektieren jedoch
nicht die wahre Verteilung von Sialoproteinen im Se-
rum, da nach den Daten von Tabelle 2 keine Wieder-
gabe entsprechend der Konzentration erfolgt. Sie be-
sitzen daher bestenfalls orientierenden Charakter.
Damit erfahrt der analytische Einsatz von Weizen-
keimlektin trotz seiner Bindung an Sialoproteine des
Serums erhebliche Einschränkungen: Die Reaktion in
Lösung verläuft nicht stöchionaetrisch, und die elek-
trophoretische Darstellung ist dajier nicht repräsen-
tativ. Seine Eignung zur Diagnostik bei neoplastisch
bedingter Zunahme der Konzentration von N-Ace-
tylneuraminsäure im Serum (32), zum Nachweis car-
cinomspezifischer Glykoproteine (33) oder eines er-
höhten Sialinsäuregehalts in y^Glutamyltransferase
aus Tumoren (34) ist daher ebenso zurückhaltend zu
beurteilen wie beim erwähnten Einsatz zur Differen-
zierung multipler Formen der alkalischen Phospha-
tase.
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